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1は じ め に
ナチ ュラルキラー(NK)細 胞 はリンパ球の一種で,胞 内にアズール穎粒
を持つ大型の細胞である。 リンパ球は胸腺 由来のT細 胞や骨髄 由来のB細
胞の存在が良 く知 られているが,NK細 胞 は この両方の特徴 を持たな い
Null細胞 に属す。 リンパ球はまた,表 面抗原に よって分類することができ
る。 これにはモノクロール抗体が使用され,各 抗原 に対応する抗体 がCD
(clusterofdifferentiation)番号によって表 されている。最近では抗体よ り
も抗原 の方をCD番 号で呼 ぶこ とが一一般 化 してお り,NK細 胞 はCD161,
CD56+,CD3一で表 され る9)。NK細胞 はその名(naturalki!1er)が示す と
おり,抗原による感作な しに標的細胞を殺すことができる細胞で,抗 原感作
の必要がない という点でキ ラーT細 胞 とは性質を異 とする。生体 内におけ
る役割 として,腫 瘍に対する監視機能,ウ イルスな どの感染の制御が知 られ
ている。
ヒ トの免疫機能は精神的なス トレスや身体的なス トレスによって影響を受
けるが,NK細 胞の機能 も明らかな変化を示すので,免 疫機能の変化の指標
として用いられることが多い3)・6)。実験霊的にNK細 胞の機能を測るには,
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白血病の腫瘍細胞 に対する傷害性を利用するのが一般的である。 これによっ
て示 される値 をNK細 胞活性 と呼ぶ。標 的細胞 として利用 される白血病の
腫瘍細胞には,慢 性骨髄性白血病患者の胸水中の芽球か ら樹立されたK562
とT細 胞系の急性 リソバ性 白血病細胞 か ら樹立 されたMOLT-4があるが,
K562の方が広 く用い られている9)。NK細胞活性の測定はK562をNa25iCr
O4で標識 して用 いる51Cr放出試験が一般的であ る。 しか し,こ の方法は放
射性物質を利用す るために実験後の廃棄処理 に問題が生 じる点,Na25iCrO4
が高価である点,放 射活性が保存時間に よって異なって くる点,標 識やイン
キ ュベーシ ョンの時間が長い点な どの理由か ら,必 ず しも最適な方法 とは考
えられていない。 とくに環境保護の観点か ら,放 射性物質 を利用することに
つ いて,そ れ に代 わ る標 識方 法 の検 討 が多 くの研究機 関 で行 われ てい
る1)・7)・10)。1994年,Hatametal.2)は腫 瘍 細 胞 の 膜 を 標 識 す る 色 素
(PKH26)と細胞 の核 を染色す るヨウ化 プ ロピジ ウム(PropidiumIodide,
PDを 用いてフローサイ トメ トリーによってNK細 胞活性 が測定で きるこ
とを報告 した。検討の結果,い くつかの改良を加え,有 効な方法であること
が明か となったので,そ の測定原理 と測定にあたっての留意点について報告
する。
皿HatametaL2)の方法 によるNK細 胞活性 の測定原理
NK細 胞活性の測定原理 について述べる前にフローサイ トメ トリーについ
て説明する。
1.フ ロ ー サ イ トメ ト リ ー4)
フローサイ トメ トリーは従来は蛍光顕微鏡を使 って測定 していた蛍光陽性
細胞 の比率を自動的に算出できるように した機械である。 まず,蛍 光色素で
染色 した細胞 をミディアムに浮遊させ,特 殊なノズルより噴出させることに
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図1フ 四一サ イ トメ トリーの 原理4)
よ り,ミ デ ィア ムの水柱 の中 に細胞 が一列 に並 ぶ よ うにす る。 この細胞 に
488nmの励起波長 を有す る レーザー光線 を当て,細 胞 か ら放 射 された蛍 光
波長 を光電 管 を通 して感 知 す る(図1)。 よ く利 用 され る色素 にはfluores-
ceinisothiocyanate(FITC,500～537nm,緑色),phycoerythrin(PE,
550～595nm,オレン ジ色),peridininchlorophyllprotein(PerCP,677
nm,赤 色)が あ る。
また,各 細胞 の前 方か らの光(前 方散 乱光,FSC)と90度 方 向の 光(側
方散 乱光,SSC)の 情報 か ら,細 胞 の大 きさ(前 方散乱光 による情報)と 内
部構造 の複雑性(側 方散乱光 に よる情報)を 表 す ことがで き,こ れを利用 し
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図2ヒ トの 末 梢 血 白 血 球4)
て細 胞 を集 団 に分 け る こ とがで きる。 図2に ヒ トの 末梢 血 白血球 の例 を示
す。 それぞれの集団は,好 中球(穎 粒球,granulocyte),単球(monocyte),
リンパ球(lymphocyte)に分目{jする こ とがで きる。 この グ ラフ上 の集 団 を
枠(ゲ ー ト)で 囲 んで指定 する(ゲ ーテ ィング)こ とに よって,そ の細胞 集
団だけの蛍光色素 の情報 を得 る こ とがで きる。
2.NK細 胞 活性 の測 定 原 理
(1)標的細胞K562の染色
'K562の細胞膜 をPKH26-Red(SigmaImmunoChemical)で染 色す る。
この染 色 に よって,K562は肉眼では鮮 や かな ピン ク色 に染 ま る。 これ が レ
ーザ ー光線 照射 でオ レン ジ色 ,567nmの蛍光 波長 を放 出す る。 後 にフ ロー
サイ トメー ター を利用 して この細胞 群 をゲー テ ィソグすれば,標 的細胞 全体
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を把握 す るこ とがで きる。
② エフェクター細胞 との混合
採 取 した血液 をFicoll-Paque(Pharmacia)に重層 して遠心分 離 す る と末
梢 血単核 細胞(PBMC)が 分 離で きる5)。これ をエフ ェクター細 胞 とす る。
セル カウ ンター を使用 して,設 定 したEffecter/Target比にな る よう細胞 数
を調節す る。 これ を染 色 した標 的細 胞(K562-PKH26)に混 合す る。
(3)ヨウ化プ ロピジウム(PI)の混合 と恒温保持
こ[フェクター細胞 と標的細胞の混合溶液にさらにPI(1μg/mのを加えて,
37℃・5%COの環境で4時 間保持 する。PIは細胞の核,す なわちDNAを
染色する色素でレーザー光線の照射によって赤色,630nmの蛍光波長 を放
出する。ただ し,生 きている細胞の細胞膜 は通過で きないので,生 きている
細胞 のDNAは 染色 されない。細胞 が死ぬ と細胞膜が壊れ,PIが入 り込 め
るのでDNAは 染色される。つまり,こ の染色によって細胞の生死 を判断す
ることがで きる8)。エフ ェクター細胞 と標的細胞の混合溶液の中では,NK
細胞が腫瘍細胞K562に接合 し,1(562を傷害す る9)(図3)。細胞膜が崩壊 し
NK細胞と腫瘍細胞の接合
　　 　ら　　
}
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図3NK細 胞による腫瘍細胞の傷害
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た(死 を意味する)K562のDNAはPIよって染色される(図4)。
(4)フローサ イ トメ トリーに よる測定
染 色 したK562とPIによる コン トロール サンプル=SpontaneousLysis
(エフェクター細胞 を混合 しないもの)を 用いて,K562の範囲を限定する。
PKH26の蛍光波長を検出 し,全 ての腫瘍細胞K562をゲーテ ィソグす る。
図5は オ レンジ色の蛍光波長の単一指標 グラフである。横軸にlo9で表 した
蛍光強度,縦 軸にはK562の細胞数を表 している。 この場合のゲーティング
は,対 象を枠で囲むのではな く,蛍光強度の範囲を指定することによって行
う。 この処理 によって,K562だけを取 り出 して分析 で きることになる。 次
に上の波長 に含 まれる細胞(K562)のPIの蛍光波長を検出す る(図6)。
左の大 きなピークが生 きている細胞,右 の小 さなピー クが死んだ細胞 とな
る。ピークの境か ら右のピー クの終わ りにかけてゲーティソグ して,死 んだ
細胞の割合を表示する。 この二つのゲー ト(PKH26のゲー トとPIゲー ト)
を固定 して,サ ンプル(K562とエフ ェクター細胞の混合溶液)の 測定を行
い,死 んだ腫瘍細胞K562の割合(%Lysis)を求め,こ れをNK細 胞活性
とす る。
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皿 測定における留意点
測定 においてもっとも注意 しなければな らない点はゲーテ ィソグである。
図7にK562のFSCとSSCに よる分散状態 を示 した。Aが エフェクター細
胞 による傷害作用が起 こる前で,Bが 後 の状態であ る。Aに 比べてBの 方
が分散 していることがわかる。 これは傷害作用によって細胞膜が粉砕 したた
め と思われるが,こ の影響でPKH26の蛍光強度が低下 して しまう(図8)。
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図8傷 害 作用前 後 のPKH26の蛍 光強 度
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図9PKH26の 蛍光 強度 シ フ トに よ る影響
そのため,SpontaneousLysisを利用 してゲー テ ィン グする ときに,ゲ ー ト
の 左端 を ピー クへ立 ち上 が る点 ぎ りぎ りに取 る と傷 害 作用 を受 け た後 の
K562全てを取 りきれない こ とにな る(図9)。 と くにゲ・一一1一か らはみ出た部
分が死ん だ細胞 にな るの で,%Lysisを低 く見積 るこ とになる。
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図10MaxLysisを 利 用 し た ゲ ー トの 補 正
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この問題 を解決す るためには,コ ン トロールサンプル にSpontaneousLy-
sisだけ で な く,MaxLysisを用 意 す る と よい 。MaxLysisは染 色 した
K562をTween20(GIBCOCHEMICALCO.)で処理 し,全 細胞 を死滅 さ
せた ものである。 これをゲーティソグに利用す る とゲー トの左端のセ ッ トの
位 置が 明 らかにな る(図10)。この補正 によって,傷 害作用 を受 けた細胞 を
含 め て全て のK562を取 り込む ことがで きる。 また,MaxLysisにPIを加
えて お くと,PIの ゲーテ ィソグの際 に死 んだ細胞 と生 きてい る細胞 の境界
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を確認することができる(図11)。
Nお わ り に
NK細 胞は非特異的免疫機能の中心的な役割を果た している細胞であ り,
その傷害活性は身体的 ・精神的なス トレスにも反応する。そのため,環 境変
化における免疫機能の変化の指標 としても利用することがで きる。ヒ トの多
方面からの適応能力を研究するうえで,今 後,こ の活性の測定はさらに一般
的 に行われるようになるだろう。その意味からもフローサイ トメ トリーによ
る測定法の開発により,放射性物質の非使用,腫 瘍細胞の染色時間の短縮な
どの利点を産み出 した意義は大 きい。インキ ュベーション時間の短縮などの
課題 も残 っているので,今 後のさらなる開発を期待 したい。
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